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T>PPTir>RS TNHIBA*JT I. 1 ACTIVIT Y ™re PROTEINES RAS. 
PREPARATION FTT1TIT .1SATION 

La presente invention ooncerne de nouvelles sequences peptidiques et 
nudeotidiques, et leur utilisation pharmaceutique. Plus particuUerement, la 
presente invention ooncerne de nouveaux peptides capables d'inhiber au moms 
partiellement l'activite transformante des proteines ras. 

Differents genes, appeles oncogenes et genes suppresseurs, sont 
impliques dans le controle de la division cellulaire. Parmi ceux-ci, les genes ras, 
et leurs produits generalement designes proteines P 21, jouent un r61e de dans le 
controle de la proliferation cellulaire chez tous les organismes eucaryotes ou lis 
ont ete recherches. Notamment, il a ete montre que certaines modifications 
specifiques de ces proteines leur font perdre leur controle normal et les 
conduisent a devenir oncogenique. Ainsi, un grand nombre de tumeurs 
humaines ont ete associees a la presence de genes ras modifies. De meme, une 
surexpression de ces proteines P 21 peut conduire a un dereglement de la 
proliferation cellulaire. La comprehension du idle exact de ces proteines P 21 
dans les cellules, de leur mode de fonctionnement et de leurs caractenstiques 
constitue done un enjeu majeur pour la comprehension et l'approche 
therapeutique de la cancerogenese. 

In vivo, on ne connait pas encore la nature precise des evenements 
responsables de ractivation des proteines P 21, et de la transduction du signal 
qu'elles portent On sait qu'elles exercent leur fonction en oscUlant entre deux 
etats conformationnels : une forme inactive Uee au GDP et une forme active hee 
au GTP L'activite de oes proteines est done contrdlee par les facteurs qui 
regissent requiUbre entre ces deux ; formes, c'est-S-dire la transition p21-GDP -> 
p21-GTP et inversement ; ■ ; 

Goncernant ractivation des complexes p21-GDP, des travaux recents 
rapportent des situations physiolofriques au cours desquelles la proportion de 
proteines ras liees au GTP augmente dans la ceUule. II s'agit de l activation des 
lymphocytes T et de la stimulation des fibroblastes 3T3 par des facteurs de 
croissance dont l'EGF et le PDGF. Cette augmentation de la proportion de p21- 
GTP peut s'expliquer au moins en partie par Taction d'une proteine jouant un 
role analogue a celui d'un recepteur pour les proteines G de transduction. A cet 
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egard, certaines proteines capables de promouvoir l'echange du GDP sur les 
proteines p21 ont ete identifiees, a partir de cerveau de boeuf (West et coll., 
FEBS Lett 259 {1990} 245) et de rat (Wolfman et Macara, Science 248 (1990) 67)! 
La localisation ceUulaire distincte de ces facteurs. et les conditions 
experimental^ tres differentes dans lesquelles ils ont ete obtenus laissent 
supposer qu'il s'agit de proteines differentes. Elles sont aussi actives sur les 
proteines ras normales que sur celles qui sont oncogeniques. Ces activites ont 
ete regroupees sous le terrne de GEF : Facteur d Echange des nucleotides 
Guanidiques. 

Concernant l'inacdvation des complexes p21-GTP, une proteine 
cytosolique ayant le pouvoir d'accelerer tres fortement l'hydrolyse du GTP li6 a 
la proteine p21 a ete mise en evidence (Trahey et Mc Cormick, Science 238 
(1987) 542). Cette proteine, denommee GAP, interagit avec les proteines P 21 de 
maniere catalytique et multiplie par 100 ^, 200 la vitesse d'hydrolyse du GTP 
mesuree in vitro pour la proteine p21 normale. Differents travaux ont montre 
que le domaine catalytique de cette proteine de 1044 acides amines environ etait 
situe dans la region carrx>xy-tenninale (residus 702-1044), et que cette region 
etait responsable de Interaction de la proteine GAP avec les proteines p21 (Cf 
WO91/02749). 

Cependant, le role de cette proteine GAP n'a pas ete jusqu'a present 
clairement elucide En particulier, les aements et les kcteurs permettant la 
transduction des signaux d'activation des proteines p2i a la cellule ne sont pas 
connus. La presente invention resulte ^ de ^ la^ mise en evidence par ia 
demanderesse que la proteine GAP rie constitue P as simpiement un regulateur 
ayant pour seul role dedesactiver la p2l en la fafeant repasser a Tetat inactif par 
suite de l hydrolyse du GTP, mais qu'elle constitue egalement reffecteur des 
proteines p21 d^enchant la reponse ceUulaire. La presente invention resulte 
plus particulierement de l identification e^ de ia caracterisation de regions 
particulieres (dites regions effectrices) de la proteine GAP impliquees dans la 
transduction des signaux d'activation des proteines p21. La mise en evidence de 
l existence d'une telle region et sa caracterisation permettent de preparer de 
nouveaux peptides utilisables pharmaceutiquemenL 
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Plus particulierement, 1'invention a pour objet les 

F~ ractiviife transformante des complexes p^i 

d'inhiber au moins parbellement lacnviie _ t ^-^aires a Vexpression 
CHT-GAP Onsaitdeplus quelesproteinesp21sont nE03Ssaires aie^ 

presentant ces genes actives. : f , 

fta^cnUellemenl. >es peptides d* Invention sont des derives do la 

^A^enS do to preser^invention. !c terme denvfc dfcsigne »u* 

genedque et/ou chiMique, on pout entendre De tels derives 

peuven, etre generes dans des but* dtferenls. talsque 

.MM du peptide 2 TpXes ou 
ses niveaux deproducdon, celui d'a— er sa P d . ausm en«er . 

d'arneuprer son passage a travers les rr^rar^ J* 
rffiradte therapoutkjue ou do reduiic ses effets seoondaires, ou oei , 

En tant que peptide derive de la proteine GAP, on peut ater n 

^tlr.TpafSn^on ou dtsrupdon do <*te ^ 
effectrioe sur la proteine GAP. 

Huspraerendelleri^ 
p^edLslqu^pepddiqueSEQ.Dn.aoudundodvedoc.U^. 

^termederivealamemosigniHmtionquet.ro^ornment 
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«™ SEQ ID n 2, dun fragment de celuW, ou una sfructure derivee de 
ce-x-a (par exemple un peptide incorporant le peptide SEQ ID „• 2) De tels 

. ITlT 1 ^ de En-particulier, fc^J 

5 . *! *- TOie d*-**-* h base de la sequence SEQ ID 

peptidiques connus de nLne du meL 2 

^XT' - — P- expression da^s » 

tote cellular dur,e sequence nudeotidique cedent pour le peptide recherche 
-entueHeo™. suivie de nations chtaiqu* ou elyxna^ues 
• d ™ s ^P°™°kg*neuque.lasea^ 

dunuque-nent en utOisant un syWh&fceu, dV*go»uci Jdes^rba^ 
^quence peptidique donnee dins la present denude etdu code gl^,!^ 
^uence nUdeoHdique peut egalemen, «re prepare, a ^ 

donn6e dans la presente demande (SEQ ID n° 1), par ^ 

" "^T, 068 P 6 *""* 65 P™™"' «^*lent etre nwdif.es par 1'ajout de 
^^'^P^^unelc^^ceUuIaire prMse. En partcuTer de s 

Xun aod amme quelconque. pem, etiant de determiner si un peptide Tot 
non modofie p^-traductionneUeoien* par une famesyl transferals 
P^ventetreajcaittelCancerCeBsjalaiamiSSl). 

la proteme GAP et, plus particulierement, de la sequence SEQ ID „• 2 

nkZ PmPT,6U * bi ° ,08k|neS - ™e dWu^iion 

pharmaceuuque: L'activife biologique de ces diflerents peptides de Z^Z 

par un test de maturation d'cxxytes. 

a> m nA«« aUtreS W™^™ 1 '™^*" unties peptides capable* d'entrer en 
STdS W*-**-**-* pour rinteraction avec ,eur dble 

s^uence du peptide oons.dere, et leur capacite a entrer en competition avec les 
pep^des o-dessus definis pour ,, nteraction avec ^ ^ ^ « * 

determinee comme decrit dans les exemples. ^ 



BNSDOCID: <WO_9403597A1_|_> 



WO 94/03597 PCT/FR93/00772 

5 

A titre d'exemples de peptides; sdon Tinvention, on peut titer les 
peptides ayant la sequence d ? acides amines suivantes : 

- peptide ayant la sequence SEQ ID n° 2; 

- peptide PVEDRRRVRAI (positions 5-15 sur la sequence SEQ ID n° 2) 
5 T peptide EISF (positions 26-29 sur la sequence SEQ ID n° 2) 

- peptide EDGWM (positions 42-46 sur la sequence SEQ ID n° 2) 

- proteine GAP portant tine region effectrice rendue non fonctionnelle, 

- polypeptides P4-P9 (SEQ ID n°.3-8) decrits dans Texemple 2, 

- peptides comp6titeurs des peptides d^dessus. 

10 L r invention foumit egalement des comppises non peptidiques ou non 

exdusiyement peptidiques utilisables pharmaceutiquement n est en effet 
possible, a partir des ipotifs proteiques actifs decrits dans la presente demande, 
de realiser des molecules inhibitrices de la voie de signalisation dependante de 
la proteine GAP npn exdusiyement peptidiques et compatibles avec une 

15 utilisation ^ pharmaceutique, ; , 

La presertfe invention a €galerKent pour cbjet toute sequence 
nudeotidique codarit f>our tin peptide selori Tinvention. II peut s'agir en 
particulier cT une Sequence cxnhprenant tout bu partie de la sequence SEQ ID n° 
1 ou d'tme s6qufence deriv&e de ceile-ci. Par sequence derivee, on entend au sens 

20 de la prfeente invention toute s&jtienPe hybridant avec la sequence SEQ ID n° 1 
ou avec un fragment de celle-d et codant pour un peptide selon Tinvention , 
ainsi que les sequences resultant de ces dernieres par degenerescence du code 
genfetique. Un exen\pl$ de sequence de Tinyention hybridant avec la sequence 
SEQ ID n° 1 j^t represente i ?|quence SEQ ID n° 3. Les sequences de 

25 1'inventiori pguyent etre utilises ppiir . 1$ production des peptides de l'invention. 
Dans ce cas, la partie codant popr ledit peptide est gtoferalemeait placee sous le 
controle de signaux permettant son expression dans un hote cellulaire. Le choix 
de ces signaux (promoteurs, terminateurs, sequence "leader" de secretion, etc) 
peut varier m fonctiofi de Thofe cellulaire utilise. Par ailleurs, les sequences 

30 nudeotidiques de Finvention peuvent f aire partie d'un vecteur, qui peut etre a 
; replication autonome qu integratif. Plus particulierement, des vecteurs a 
replication autonome peuvent etre prepares en utilisant des sequences a 
replication autonome chez 1'hote choisi. S'agissant des vecteurs integrates, ceux- 
d peuvent etre prepares par exemple en utilisant des sequences homologues a 
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certaines regions du genome de Fhdte, permettant, par recombinaison 
homologue, Fintegration du vecteur. Les hotes cellulaires utilisables pour la 
production des peptides de Finvention par vote recombinante sont aussi bien 
des hdbes eucaryotes que procaryotes. Parmi les • hotes eucaryotes qui 
5 conviennent, on peut citer les cellules animates, les levures, ou les champignons. 
En paiticulier, s'agissant de levures, on peut citer les levures du genre 
Saccharomyces, Ktuyveromyces, Pichia, Schzvanniomyces, ou Hansenula. S'agissant de 
cellules animates, on peut citer les cellules COS, CHO, C127, etc Parmi les 
champignons, on peut citer plus particulidrement Aspergillus ssp. ou Tridioderma 

10 ssp. Comme hotes procaryotes, on prefere utiliser les bacteries suivantes ELcoli, 
Bacillus, ouStreptomyces. : 

Les sequences nudeotidiqiies de la presente invention sont egalement 
utilisables dans le domaine pharmaceutique, soit dans le cadre d'une therapie 
genique, soit pour la detection, par des experiences d'hybridation, de 

15 l'expression de ggnes GAP dans des echantillons biologiques, soit pour preparer 
des oligonucleotides antisens. Concernarit la therapie genique, les sequences de 
Finvention peuvent 6tre inserees dans des vecteurs tels~~ que des vecteurs 
retroviraux ou des vecteurs adenoviraux, permettant teiir administration in vivo 
(Mededne et Sciences 7 (1991) 705). 

20 Les differentes sequences nucleotidiques de Finvention peuvent etre 

d'origine artificielle ou non. II peut s'agir de sequences genomiques, d'ADNc, 
d'ARN, de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou semi- 
synthetiques* Ces sequences peuvent etre obtenues soit par criblage de banques 
d'ADN (banque d'ADNc, banque d'ADN genomique), soit par syntfiese 

25 chimique, soit pajdes, methodes xnixtes induant la modification chimique ou 
enzymatiqe de sequences, obtenues par criblage de banques. 

Les produits de la presente invention peuvent etre utilises dans le 
domaine therapeutique ,: en particulier, les peptides de Finvention etant 
capables de moduler Facti vite des ; proteines ras, ils permettent d'intervenir dans 
30 le processus de developpement des cancers, et notamment, ils peuvent inhiber 
Factivite des oncogenes dont Factivite transformante passe par une interaction 
p21-GAP fonctionnelle. De nombreux cancers ont en effet ete associes & la 
presence de proteines ras oncogeniques. Parmi les cancers renfermant le plus 
souvent des genes ras mutes, on peut citer notamment les adenocarcinomas du 
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mya < a des(30%.Bo S J,U ; C3ncerRe,^OW)4«2). • 

, to^e. ir^aveineuse, W'-^^^^^ ^^es 

LparttcuBerdesoluttons^ (phpsph^mon^^j^Js 
de sodium, pc^ur* caWum ou tnagn^ ™^JZ^L lyophOi^s, 
, 5 isotonic. -*«^22£S?.£Z- Phys.o.opque, 

qui. par addition seton le fias *«. .'^J^^I P p Ldpe acdf 
per^la station de J*™**^ 1 td^straoon peuvent 

„ au p^o* i^eux « heures, du 

ptu d'une solution virale sent Wen documentces dans la htterature. 

30 ■» uhe utt.tea.ion dans le uaitements des «- 
eomposittons pha^ttques « 
incorporeau moins une sequence nucleotidique telle que a 
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Dlautres avantages dela presente invention apparaitront a la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. ; 

Legende des figures 

5 Figure 1 : Mise en evidence de la region effectrice de la protdine GAP. 

Figure 2 : Profil anti^&uque du peptide SEQ ID n° 2 cribte en recouvrement 
sequentiel par l'anticorps Ac20fr 

Figure 3 : Effet des peptides de invention sur la maturation des oeufs de 
xfenope induite par p21 Ras Lysl2, l'insuline ou la progest&one. ' 

10 ' ; • ' r ' ' '.' ' • • ■'<■'■ ■ • • • : 

Techniques generates de donag e -r. , 

Les methodes dassiquement utilisees en bioiogie mol6culaire telles que 
les extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN 
plasmidique en gradient de .cW^ sur gels 

15 d'agarose ou d'acrylamide, la purification \ de fragments d'ADN par 
electrocution, les extractions de proteines au phenol ou au phenol-chloroforme, 
la precipitation d'ADN en milieu salin par de 1'ethanol ou de Tisopropanol, la 
transformation dans Escherichia coli, etc, sont bien connues de l'homme de metier 
et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis T. et al., "Molecular 
26 Cloning, a Laboratory Manual VCbld Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in Molecular 
Biology", John Wiley & Sons, f New York, 1987]. 

Les enzymes de restriction ont et& fournies par New England Biolabs 
(Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham et sont utilisees 
25 sdon les recommandations^d^ 

Les plasmides de type pBR322; pUC, lgtll> pGEX 2T et les phages de la 
serie M13 sont d'origine commeisiale. - 

, Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont s§pares selon leur taille par 
electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par tin 
30 melange phenol /chloroforme, precipites a 1'ethanol puis incubes en presence de 
TADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5* proeminentes est effectue par le 
fragment de Klenow de 1'ADN Polymerase I d'£ co/i (Biolabs) selon les 
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specifications du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est 
effectuee en presence de l'ADN Polymerase dti phage T4 (Biolabs) utilisee selon 
les recommandations du fabricant La destruction des extremites 5* 
proeminentes est effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 
5 La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynuclfeotides synthetiques 

est effectuee selon la m&hode developpee par Taylor et aL [Nucleic Acids Res. 
13 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribufe par Amereham. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite 
de PCR [Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et aL, Science 230 
10 (1985) 1350-1354; Mullis K.B. et Faloorta RA., Meth. Enzynv 155 (1987) 335-350] 
est effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon 
les specifications du fabricant 

La verification des s6quences nudeotidiques est effectuee par la methode 
developpSe par Sanger et aL [Proc NatL Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
15 utilisant le kit distribue par AmershairL 

Pour les experiences d'hybridation, les conditions de stringence normales 
sont generalement les suivantes : hybridation : 3 x SCC en presence de 5 x 
Denhart's a 65*C; lavage : 0,5^SSCa65°C 

Exemple 1 : Mise en evidenc e des regions effectrices 

20 L'e>cistence de regions effectrices au sein de la proteine GAP a ete 

demontreepar la mise en evidence que des anticorps anti-G AP etaient capables 
de bloquer ractivitfe traiasformante de ras (E.l*l.) alprs que ces memes anticorps 
ne modifiaient pas Interaction GAP^i^s (R1.Z). \. 9 

EAA. Inhibition de la fonction ras par des anticorps anti-GAP. 

25 Les anticorps monodonaux de souris dir^ 

et£ obtenus aupres de Mi THartg' (Insertn U245, Hopital St Antoine, Paris). Ces 
anticorps ont ete utilises pour mettre en evidence le role de l'interaction GAP- 
p21 et/ plus precisfemeht, pour moiiferer Tinfluence d'une inhibition de cette 
interaction sur la maturation d'oeufs de xenopes induite par ras. 

30 Des grenouilles Xenopus laevis ont ete obtenues aupres du CNRS 

(Montpellier, France). Les grenouilles sont anesthesiees dans l'eau glacee, et des 
fragments d'ovaires sont preleves chirurgicalement et transferes dans un milieu 
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Barth modifie (Hirai et aL, Dev. BioL 100 (1984) 214). Les oocytes au stade VI 
sont recuperes en agitant les agregats d'oocytes pendant 2 heures £ temperature 
ambiante en presence de 2 mg/ml de collagenase (Sigma). Pour l'analyse de la 
maturation induite par ras, 40 nl de la proteine dans du milieu Barth modifie 

5 sont introduits dans le cytoplasme des oocytes par microinjection, soit seuls, soit 
en presence des antioorps anti-GAP & differentes concentrations. Pour l'analyse 
de la maturation induite par les hormones, les oocytes sont incubes en presence 
d'insuline (10 pg/ml) et de chlorure de zinc (10 pM) (insuline pancrfeatique 
bovine, Sigma) ou de progesterone (1 pM). Les oocytes sont conserves & 20°C 

10 dans du milieu Barth modifie, et le % de rupture de vesicule germinale (GVBD) 
est determine apr£s 18 heures d'incubation, par dissection des oocytes 
prealablement fixes en presence de 5% d'adde trichloroacetique. Les resultats 
sont exprimes par le % de GVBDsur des groupes d'oocytes. 

Les resultats obtenus montrent que certains anticorps anti-GAP sont 
15 capables d'inhiber Tactivite transformante de la proteine ras. L'anticorps Ac200 a 
ete utilise dans la suite de Tfetude. 

E.1.2. Absence d'effet de l'anticorps Ac200 sur rinteraction GAP-p21 

L'interadtipn entre GAP et le cpmplexe p21-GTP est determinee selon le 
protocole suivant La proteine Ha-ras p21 normale (Rey et al., MoL Cell. Biol. 9 

20 (1989) 3904) est equilibree aveQ un exces de fr- 32 ?) GTP (3000 Ci/mmol, 
Dupont, NEN Research Products, Boston, Mass) dans un tampon Tris-HCl 20 
mM (pH 7,5), 1100 mM (NH4)2S04, 1Q niM dithiothreitol, 1 mM MgCl2 <>t 50 
mg/ml de serum-albumlrtfe bovine, pendant 30 minutes & 30 °C. L-incubation est 
arretee en appliquant la solution refroidie sur une, colonne PD10 (Pharmacia) 

25 equilibree par un tampon Trisf HQ 20 mM(pH 7,5), 10 mM dithiothreitol, 10 
mM MgCl2, 1 mM fluprure de phenylmethylsulfonyl; pour eliminer les 
nucleotides libres: La Reaction GTPase est une variante de cfclle decrite par 
Cassel et Selinger (BiocWm. Biophys, Acta 452 (1976) 538). La reaction est 
commencee par ajout de ■ 10 pi (15 pg) du cytosol obtenu par sonication de 

30 souehes dtKcoli exprimant le GAP (Cf exemple E.ZL ti-dessous pour la 
production de GAP), & 1 pmol de Ha-ras p21-(g^ 2 P) GTP dans du tampon Tris- 
HG1 20 mM (pH 7,5), Nad 100 mM, dithiothreitol 10 mM, MgCl2 5mM, GTP 
100 pM, BSA 50 pg/ml, pour obtenir tin volume final de 50 pL La reaction est 
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■ »■ ono/- sur laelace par addition de 950 pi 

d acide phosphonque 20 mM (pH A3) con _ ^ ^aitons 

Aprfcs oentrifugation a 1800 g,4a radioactivite ^T*™. 
de^dusurnag^^ 



100 

Aucun ioo 

A<200 100 
[275-35UGAP ^ ■ 

AcY13-259 



10 



15 



20 



25 



Le meme essai reattse avee le ration fonctionnelle GAP- 

egatanent que a polypeptide nemodifie pas linteracuon to 

p21. "" ' ' , . , t ' 

r - rmr ) f -..f 3 ^l .ilnnrtrliiTfflM-fWwttte 

EXlMise^Wd^d'une^ondeSOaaenviron^tag^^n 

B.i.i. mux ■=■■ * forme de fusion GST, et 

de GAP, production de ces fragments de GAP sous torm 

diction e^yrnauoue, et les ttagmen*, ««. _ont - 
e^feaee^^dans^sou^E^sous ^ 

fusion ave, * #^^^J^Tm^ ^ 
SirdthetJohr^ (Gene S UW 31 ^ F ^^ „ . pGEX ZT 

owenu. ont ete inseres Jvecteurs 

(Pharmada). en T et en ^ ^T^^coK TGI. Us 

ainsi ob.er.us sbnt ensuite udlisss pour transformer la 
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equilibie avec le tampon de lyse) pendant 15 min a 4-r An* ■> 

tampon Tris-Hci nu i» , . """ ,:,mlna4 <- Apres 3 lavages avec un 

tJwvhZ ™ , ' Prott,neS ■■"» aUte m d'un tampon 

o^e 7 ' 7 <~' » «* de GSH. 1, surnageant 

^ Identification plus pr§cisepar "Epitope Scanning" 

a) Syhthese des peptides reoouvrants. 

smmJIT*'* C ° UVranl U to « te * la sequence SEQ ID n° 1 on, ete 

b) Mise en evidence dra epitopes f^^^ 

en test ""J"""* ^ W^Ws Ac200 on. ete rt va & 

e^fcen^odin^ W * tata, >*< S - 

Les rfsultats obtenus sont prtsentes sur la fieure 2 1« 
reconnusparcetanticorpssont.ess.nvants: U* ep,topes 

-PVEDRRRVRA1 
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-EISF (P2) 
-EDGWM ^ , (P3) 

II est entendu que d'autres regions fonctionnellQS de la sequence SEQ ID 
n° 1 peuvent etre mises en Evidence en utUisant d'autres anticorps anti-GAP. 

5 Sur la base de oes resultats et en utilisant la meme technique de synthase 

chimique, les peptides suivahts 6nt 6te synthetases : 

-APPEPVEDRRRVRAIIJYTKVPD^EISFLKG (P4) 

-WMWYTNLRTD (P5) 

- ISFLKGDMFIVHNELEDGWMWVTNLRTT) (P6) 
10 - YTNLRTDEQCUVEDLVEEVGREEDPHEGKI (P7) 

- PPEPVED^^VRAILPYTKyPD^ 

t VTNLRTD ^ V;/^;' " ; (P8) 

•PepddeSEQn>n°3., ^ (P9) 

Exerople 3; Carad^e^gatlon biblogiqiie 

15 E.3.1. L'activite biologique des peptides de 1'invention a ete etudiee en 

mesurant leur ef fet sur la maturation d'oeufs de xfenopes induite par p21 ras 
Lysl2, par l'insuline ou par la progesterone 

Le protocole utilise est le meme que celui dfecrit dans 1'exemple E.1.1. ri- 
dessus. L'activite est mesuree par microinjection dans le cytoplasme des oocytes 

20 de 40 nl le la prot&ine J>21 ras dans du milieu 1 Barth modifie, soit seuls, soit en, 
presence des difffirents peptides de ^invention a des concentrations variables. 
Les resultats sont exprimfes par lie % de GVBD sur des groupes d'oocytes. Les 
resultats sont presentes sur la figure 3. 

Ces resultats montrent dairement que les peptides de r invention, 

25 notammeht le peeptide SEQ ID n* 1 et le peptide (P5), sont capables d'inhiber 
Factivite transformante de la prbteine ras. Un fragment de longueur identique 
([768-860] PLC?) prepare par les thelites techniques & partir de la phospholipase 
C type y humaine ne presente pas Tactivite du peptide de 1'inv^ntion. 

E.3.2. Le peptide P9 a ete purifie sous la forme d'une proteine de fusion a 
30 la GST selon le protocole decrit dans 1'exemple E.2.L, puis separe de la GST 
apres divage proteolytique a la thrombine. Le peptide P9 ainsi obtenu a ensuite 
et§ teste sur la maturation d'oeufs de xenopes dans les conditions de 1'exemple 
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E.3.1. Les resultats obtenus montrent que le peptide P9 .bloque compl&tement la 
maturation des ovocytes. 

Lactivite de P9 a ensuite ete evaluee dans un test de formation de foyers 
de cellules transformees. Les cellules cancereuses ont en-effet la propriete de 
5 former des foyers de transformation, et notamment les fibroblastes NIH 3T3 
exprimant un ras oncog&nique. Les cellules NIH 3T3 ont 6t§ cultivees dans du 
milieu DMEM (milieu Dulbecco modifie Eagle) contenant 10 % de serum de 
veau fetal, £ 37 °C, dans un environnement humide contenant 5 % COZ Les 
plasmides pSV2-GAP et pSV2-P9 ont 6te construits en inserant les sequences 

10 nucleotidiques codant pour GAP et pour P9 (SEQ ID n° 3) dans le vecteur SV2. 
Les cellules NIH 3T3 ont 6te cotransfectees avec avec un ras oncogenique Ha-ras 
Vall2, les plasmides indiqu& dans le tableau, et un exoes de 10 fois du g£ne de 
resistance d la nebmycine, pa± la technique de transfection aux lipides 
cationiques (Schweighoffer et al;, Science 256 (1992) 825). La meme quantity 

15 d'ADN total est transfectee pour chaque boite. 24 heures apr&s la transfection, 
les cellules transfecteeS provenant de chaque boite de petri (100 mm) sont 
divisees dans un rapport 1 & 10 et cultivees dans le meme milieu mais en 
presence de G418 (GibCo/BRL) a 0,4 mg / ml de milieu. Le nombre de foyers de 
transformation obtenu par pg d'ADN transfecte est comptabilisS apr£s 14 jours 

20 de culture. Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau suivant lis 
representent la moyenrie de quatre essais independants. 



Plasmides transfectes 


■ Nombre de foyers par 




■■ " pgd'ADN transfecte 


Ha-RasVall2 


110 


Ha-Ras Val 12 + pSV2-rGAP 


120- ;; ... r . , 


Ha-Ras Val 12 + pSV2 T F9 


1^1 T = — 



Ces resultats montrent clairement que les peptides de Tinvention 
25 (notamment le peptide P9) sont capables de diminuer tres forternent le pouvoir 
transformant d'un gene ras oncogenique. 

E.3.3. Activite antitumorale in vivo 
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a) Preparation d'un virus riecbmbinant comprenant une sequence 
nucleique selon l'invention. 

Les virus recombinants defectifs de Tinvention peuvent etre prepares par 
recombinaison homologue entre un virus defectif et un plasmide portant entre autre la 
5 sequence d'acides nucleiques telle que d&inie ci-avant (Levrero et al., Gene 101 (1991) 
195; Graham, EMBO J. 3(12) (1984) 2917). La recombinaison homologue se produit 
apres co-transfection desdits virus et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La 
lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits elements, et 
(ii), comporter les sequences capables de complementer la partie du genome du virus 

10 defect^ de preference sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A 
titre d'exeraple de lignee ; utilisable; pour la preparation t d'adenovims recombinants 
defectifs, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al, 
J. Gen, Virol. $6 (1977). 59) qui contjent notamment, integree dans son genome, la partie 
gauche du genome d'un adenovirus MS (12 %). A titre d'exemple de lignee utilisable 

15 pour la preparation de retrovirus recombinants defectifs, on peut mentionner la lignee 
CMP(Daimtf , 

Ensuhe, les virus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les 
techniques classiques de biologic mpleculaire, 

20 La sequence SEQ ID n* 3 codant pour le peptide P9 a ete donee dans un 

plasmide neo sous controle du promoteur precoce de SV40. La cassette 
Promoteur S V40-SEQ ID n° 3 a ensuite fete donee dans un vecteur retroviral de 
type Moloney (Palmer et aL, PNAS 84 (1987) 1055). Un vecteur controle a 
egalement fete construit, dans lequel le fragment a ete insere dans rorientation 

25 anrJsens. •■- • m S 

Les cellules airiphotrophiques GP+ShvAml2 ont ete transferees avec les 
vecteur^ retroviraux dfecrits d-dessus par la technique au phosphate de caltium 
(Markowitz et aL, Virology 167 (1988) 400; Graham et aL, Virology 52 (1973) 
456). 48 heures aprfes la transfection, les cellules transferees sont repiquees dans 

30 un milieu contenant du G418 (Gibed, BRL) a la concentration de 0,4 mg/ml. 
Deux semaines plus tard, les colonies resistarttes au G418 soht cultivees en 
grande quantite. Les cellules trarisfectfees presentant un titre felevfe en virus sont 
cocultivees avec les cellules ecotropiques d'empaquetage Psi2 afin d'augmenter 
le titre viral (Palmer et aL, PNAS 84 (1987) 1055). 
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Les virus recombinants ainsi produits sont isoles par les techniques 
classiques de biologie moleculaire. 

b) Activite antitumorale in vivo 
5 ( 

Un modele de tumeur pulmonaire chez la souris a 6t& mis au point selon 
la technique decrite par Mc Lemore et al (Cancer Res. 47 (1987) 5132). Pour cela r 
les souris rep oivent en intratracheal 10 5 cellules H460a, Aux jours 4, 5 et 6, les 
souris ayant refu la tumeur sont traitees par la meme voie intratrach6ale avec 
10 0,1 ml de suspension virale obtenue ti-dessus (environ 5A& q>u/ml) contenant 
5 pg/ml de protamine. 30 jours apr&s Finoculation de la tumeur, les souris sont 
analysees pour la presence de tumeurs, dont le volume est approxime selon la 
technique decrite par Mc Lemore etal precitee. Les animaux traites par le virus 
P9 ne presentent pas de tumeurs mesurables, ou seulement des tumeurs de tres 
15 petite taille En revanche, les animaux traites par le meme titre viral du virus P9 
antisens sont indistinguables des animaux controle n'ayant regu que la tumeur. 

Ces resultats montrent dairement que les sequences de Finvention, 
notamment sous forme de vecteurs viraux, peuvent etre utilises in vivo pour le 
traitement des cancers. 

20 

II est entendu que Thomme du mfelier peut utiliser d'autres virus pour le 
transfert des peptides de I'inventiori in vivo. Notainment, il peut s'agir 
d'ad&iovirus, de virus adeno-associes, du virus de l'herpfes, etc. Des vecteurs 
derives de ces virus ont 6t6 decrits dans l'art anterieur et la construction de virus 
25 selon Hnvention peut etre effectuee par Thomme du metier sur la base de ses 
connaissances generates (voir notammfent Akli et aL> Nature Genetics 3 (1993) 
224; Stratford-Perricaudet et al., Hiiman Gene Therapy 1 (1990) 241; EP 185 573, 
Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; WO 91/1808; EP 243204). 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE-POULENC RORER S A. 

(B) RUE; 20, avenue Raymond ARON 
(QVILLE: ANTONY 

10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 



(ii) TfTRE DE L' INVENTION: PEPTIDES 1NHIBANT L'ACnVTTE DES PROTEINES RAS, 
PREPARATION ETUTTUiSATION 

15 ' " : ' '' ^ ' - 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: R N 

(iv) FORME USIBLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

20 (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible , 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patehtln Release Mi),' Version #1.25 (OEB) 



25 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 234 paires de bases 

(B) TYPE:addenuciaqOe ' > 
30 (C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONHGU^TTON: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc , = ; i 

(iii) HYPO ( THETIQUE:NON , 

35 (ui)AOTI-SENS:NON ' r " v ^ * ? " f * ' 

(v) TYPE DU FRAGMENT? interne r v - ; > 

(vi) ORIGINE: ..... : , ., ' 
(A) ORGANISMS: ttomo sapiens 

40 (ix) CARACTERISTTQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..234 

(be) CARACTERISTTQUE ADDITIONELLE: 

(D) AUTRES INFORMATIONS : Fragment 273-351 du gene GAP 

45 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



CCT TAC ACA AAA GTA CCA GAC ACT GAT GAA ATA AGT TTC TTA AAA GGA 96 
5 Pro Tyr Thr Lys Val Pro Asp Thr Asp Glu lie Ser Phe Leu Lys Gly 
20 25 * 30 

GAT ATG TTC ATT GTT CAT AAT GAA TTA GAA GAT GGA TGG ATG TGG GTT 144 
Asp Met Phe He Val His Asn Glu Leu Glu Asp Gly Trp Met Trp Val 
10 35 40 45 

ACA AAT TTA AGA ACA GAT GAA CAA GGC CTT ATT GTT GAA GAC CTA GTA 1 92 

Thr Asn Leu Arg Thr Asp Glu Gin Gly Leu He Val Glu Asp Leu Val 
50 55 60 



15 



20 



30 



45 



GAA GAG GTG GGC CGG GAA GAA GAT CCA CAT GAA GGA AAA ATA 234 
Glu Glu Val Gly Arg Glu Glu Asp Pro His Glu Gly Lys lie 
65 70 75 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2z 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 78 addes amines 
25 (B)TYPEraddeaminfe 

(D) CONFIGURATION: linfcaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine ; 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



Ala Pro Pro Glu Pro Val Glu Asp Arg Arg Arg Val Arg Ala He Leu 

1 , t .5 10 15 



Pro Tyr Thr Lys Val Pro Asp Thr Asp Glu He Ser Phe Leu Lys Gly 

35 - 20 ,. : , •-)• : - - . ,25 it . . .. . 30 

Asp Met Phe lie Val His Asn Glu Leu Glu Asp Gly Trp Met Trp Val 

•'35 <, ->»■-:*.•: z '40 : . y . 45 

40 Thr Asn Leu Arg Thr Asp Glu Gin Gly Leu He Val Glu Asp Leu Val 

/ so" - .:-f ; \' r ;' 55 f'v •; ; V 6o : ; ' 



Glu Glu Val Gly Arg Glu Glu Asp Pro His Glu Gly Lys He 

65 70 ; 1 75 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3 : 
50 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
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(A) LONGUEUR: 1548 patres de bases 

(B) TYPE: acide nucleique ^ 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lin&ure 
5. * ........ 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc , 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON # 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 
10 (vi) ORIGINE: 

7 (A) ORG ANISME: Homo sapiens 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 
15 (B) EMPLACEMENT: 1.1548 

(be) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(D) AUTOES INFORMATIONS : Fragment 385-1933 du gene GAP 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 



.... t ■) 

JGCCGGCGCTTTTCCCCCTCTCCCCCCTCCCTCTTACC^ 

C C C r P P L P P P Py t P p t C A C t C.T V D E C D S L O C 

•-#:;**■-.-. 

accacaatacgaggacgaacacctcgccatacccttcacxcctcctc^ 

p e y £ e £ e v a i pltapptnowyhck lort i acer 
ctcacgcacccacrcaactctcccagttatctt^ 

lrqackscsyl i r e s d r r p c s f v l s f j. s o m >i v v w 
accatttta^attattcctatctgtgcacattactacattcgt^^ 

H F R I I A U C COY V J C C R R T S S L S O t 1 C Y ~Y S H V S C 

TTrCCTTAAAGCAGAJULAATTACTTTACCCACTTC 
LL KC EK t LY P VAPP EBVED'R R R V R 'A 1 ~X "P Y T "X V T> ' 



CACACTGATGAAATAAGTTTCTTAAAACGACATATCTTCATtCTTCAT^ 

OTOE I S FLKCDMFJVHMELEOGWUWVTNLRTO EQ 

AACCCCTTATTCTTCAAGACCTACTAGAAGACGTCGCCCGGCAACAACATC 

CLIVEDLYEEVCRE EDPHECKIWFHGKI 5K0EA 

TTATAATTT^TAATCACAGTTCCTCAAGTCTCCAGm 
YHLLMTVGQVCSFLVRP'SONTPCDYSLYFRTNE 

AATATTC^GTOATTTAAAATATCTCCAAC^CAAACAAT^^ 

NIQRFK ICPTPNNOFUUCC RYYHSICOI 1 DHYRK 

AAGAACAGATTCTTGAAGCATATTATCTTAAGGAACCTGTACCAATCCACCATCAAGAAC 

EQIVEGYYLKEPVPMQDQEOVtNDTVDCKEl YN 
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T 1 RAKT K DAT Y K H I V'KKGY L LK K'CK C KR W K N L Y 
TTTATCTTAGACCGTAGTGATCCCCAACnTAm^ 

FILECSDAQLIYF£$EKRATKPICCLSOLSVCSVY 

ATCTCCTTCATGATAGTCTCTTTCGCAGCCCAAACTCTTTTC^ 

VVHOSLFCRPNCFQIVVQHFSEEHYI F Y F A C E T 

TCCACAACAACCA<^C<UTTCCATCAAAOCTCTCCACCCATYtTCaUTf 
PEOAEOWUKCLOAFCH LRKSSPCTSNKRLftQVS 

; , ; ■ • ' ■ 

ACCCTTaTTTTACATATT<^GAAGCCCAT 

S L V LHI EEAHKLPVK H S T M P Y C H I Y L W S V Q V -A K T 

CTCATCCAACCCAACCCCAAAACCgACTATf^rrrA^A ^^i^y | JCTCTTTCATCAr 
HARECQNPVW SvE E F V F 0 0 



25 



30 



35 



40 



45 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: ' 

(i) CARACTERISTIQU^S DE , LA : SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 33 acides amines . 
■* (B) TYPEc *ac±de -amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<±±3 TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne \ . \ 

(vi) ORIGINE : 

(B) NOM : Peptide P4 ' " ' 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : ; SEQ ID NO: 4 ': ; ' 

Ala Pro Pro Glu Pro Val Giu Asp Arg Arg Arg Val Arg Ala lie Leu 
1 5 10 15 

Pro Tyr Thr Lys Val Pro Asp Thr Asp Glu lie Ser Phe Leu Lys Gly 

.20... ^ s ,. , 25, _ t - .... 30 

Asp 



50 



55 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR;. 10 acides amines 
<B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION; lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT r interne 
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(vi) ORIGINE: 

(B) NOM : Peptide P5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: S: 

Trp Met Trp Val Thr Asn Leu Arg Thr Asp . 

1 ' • '•• 5 "' • 1.0 



10 12) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: . 28 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

15 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne 



20 



25 



55 



(vi) ORIGINE: 

(B> NOM : Peptide P6 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 



He Ser Phe Leu Lys Gly Asp Met Phe He Val His Asn Glu Leu Glu 

1 5 ? ; ; 10 . 15 

Asp Gly Trp Met £rp Val Thr Asn Leu Arg Thr Asp 

30 20 \ / ' 25 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

35 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire . .. ' ' 

40 (ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(v) TYPE DU FRAGMENT: interne ^ » 

(vi) ORIGINE: 
45 (B) NOM : Peptide .P7 , . 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO; 7: 

50 Val Thr Asn Leu Arg Thr Asp Glu Gin Gly Leu He Val Glu Asp Leu 

1 5 . v . 10 15 

Val Glu Glu Val Gly Arg Glu Glu Asp Pro His Glu Gly Lys He 

20 ; • 25 30 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
60 (A) LONGUEUR: 53 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
5 (v) TYPE DU FRAGMENT: interne 

(vi) ORIGINE: 

(B) NOM : Peptide P8 

10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Pro Pro Glu Pro Val Glu Asp Arg Arg Arg Val Arg Ala lie Leu Pro 
1 t 5 10 15 

15 Tyr, ,Thr,.Lys Val Pro Asp Thr Asp Glu He Ser Phe Leu Lys Gly Asp 

■ ; 20 25 30 



20 



Met Phe lie Val His, Asn Glu Leu Glu Asp Gly Trp Met Trp Val Thr 
35 , 40 45 

Asn Leu Arg Thr Asp <>\ ' ! 

50 . 



■ - • 



BNSDOCID: <WO 9403597A1 J_> 



WO 94/03597 



PCT/FR93/00772 



23 



REVENDICATIONS 



10 



pap oujable d'inhiber au moins 
1 Peptide seion ia — *> £^££SE 



iespeptidesPlaW. ^ 
6 . Peptide se.cn ru. des "^^^t ^cysteine, A «n 

des revendications 2 a 6 pour l muu 

™n exclusivement peptidique capable 
8. Compos, non W^"^, F* ^ 

— **- _ ^ „ 

9 . s^uence n—que «— * *"« ^ 
quelconque des revendications 1 a 7, 

permettantsonexpressionmmt/o. 

• ^,mes^uenceselonlarevendication9. 
11 Oligonucleotide anbsens d une sequen 
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12. Precede de preparation d'un peptide selon Tune quelconque des 
revendications 13 7 caracterise en ce que Ton introduit dans une cellule hote 
une sequence nucleotidique selon la revendication 9, on cultive cette cellule 
dans des conditions d'expression de ladite sequence, et on recup£re le peptide 

5 produit 

13. Composition pharmaceutique ayant comme principe actif au moins 
un peptide selon Fune des revendications 1 & 7 ou une sequence nucleotidique 
selon la revendication 9. 

14 Composition pharmaceutique selon la revendication 13 caracterisee 
10 en ce qu'elle comprend un virus recombinant dans lequel est incorporee une 
sequence nucleotidique selon la revendication 9. 

15. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 caracterisee 
en ce que le virus est choisi parmi les retrovirus et les adenovirus. 

16. Composition pharmaceutique selon Time des revendications 13 & 15 
15 pour le traitement des cancers. 

17. Virus recombinant defectif comprenant une sequence nudeique 
heterologue codant pour un polypeptide selon Tune des revendications 1 &7. 

18. Virus selon la revenndication 17 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus adeno-associe ou du virus de Therpes. 
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